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Artigo

CYCLOARTANE TRITERPENOIDS OF PROPOLIS FROM TERESINA - PI. The chemical study of the propolis produced in
Teresina city, state of Piaui, resulted in the identification of six cycloartane triterpenoids: isomangiferolic acid, 24-

methylenecycloartane-3f,26-diol, mangiferolic acid, mangiferonic acid, ambonic acid and ambolic acid. The substances were
characterized by one and two-dimensional 'H and *C NMR analysis.
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INTRODUCAO

Prépolis é um produto elaborado na colméia a partir de subs-
tancias resinosas, gomosas e balsamicas, coletadas pelas abelhas
de brotos, flores e exsudatos de plantas, acrescidas de secrecdes
salivares, ceras e pélen. A palavra prépolis é derivada do grego
pro, em defesa de, e polis, a cidade, o que quer dizer “em defesa da
cidade ou da colméia”'?. As abelhas utilizam a prépolis para
protegé-las contra insetos e microrganismos, recobrindo a parede
da colméia, reforgando os favos, preenchendo fissuras, restringin-
do a entrada e embalsamando animais; utilizam-na também no pre-
paro de locais assépticos para a postura da abelha rainha?3.

Existem relatos do uso de prépolis em medicina popular desde
a antiguidade'. No Egito antigo era empregada para embalsamar
os mortos. Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, foi
amplamente utilizada devido as suas propriedades cicatrizantes e
na Segunda Guerra Mundial foi empregada em vdrias clinicas so-
viéticas, como base de uma pomada para tratar ferimentos, apre-
sentando excelentes resultados™. Atualmente, é bastante usada em
alimentos e beberagens para manter a saide e prevenir doengas
corondrias, diabetes e até mesmo cincer®. A prépolis e seus consti-
tuintes quimicos apresentam vdrias atividades farmacoldgicas, tais
como antioxidante’, antiinflamatdria®, antibacteriana®, antiviral',
antifingica'’ e antitumoral'®.

A prépolis apresenta em sua composi¢do vdrios tipos de subs-
tancias, entre as quais triterpendides, flavondides, dcidos aromati-
cos, dcidos graxos, fendis, aminodcidos, vitaminas A, B,, B,, B o C
e E e minerais, como Mn, Cu, Ca, Al, V, Ni, Zn e Cr. A propor¢io
dessas substéncias varia e depende do local e da época da coleta'-'>.
Pesquisas mostraram que a composi¢do da prépolis € muito simi-
lar & dos exsudatos de brotos das plantas visitadas pelas abelhas'.
A propolis brasileira apresenta em sua composicio compostos aro-
maticos' e, recentemente, tém sido relatados triterpendides'. Es-
sas substancias apresentam diversas atividades farmacoldgicas, tais
como antiinflamatéria'®!, antiviral'>'® e antitumoral'e.

Devido aos diversos usos da prépolis e de sua complexa com-
posicao, que varia de acordo com a flora apicola da regido de sua
producio, vérios estudos sobre os constituintes quimicos e a agio
farmacoldgica tém sido realizados para indicar seu real potencial
como produto terapéutico.
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O estado do Piaui apresenta um forte potencial apicola, mas
sua pesquisa nesta drea ainda ¢ incipiente; daf surgiu nosso inte-
resse em estudar a composi¢cdo quimica da prépolis piauiense. Em
estudos anteriores sobre a propolis piauiense foi relatada a presen-
ca de derivados de dcido anacdrdico, triterpendides pentaciclicos e
derivados do cicloartano'®. O presente trabalho relata o estudo de
trés amostras de prépolis produzidas em diferentes épocas na cida-
de de Teresina - PI, nas quais foram identificados seis triterpendides
derivados do cicloartano: dcido isomangiferdlico (1), dcido
mangiferdlico (2), dcido mangiferdnico (3), 24-metileno-
cicloartano-33,26-diol (4), dcido ambdlico (5) e dcido ambdnico
(6) inéditos em prépolis. Triterpendides com esqueletos C, e C,,
baseados no cicloartano, sdo caracteristicos da espécie Mangifera
indica (Anacardiaceae)".

Th
30 29
1 R1 =H, R2 =OH, R3 =COOH
2R =OH, Ry = H, Rs = COOH
3Ry, Ry =0, Ry = COOH

30 29

4R, =0H,R, = H, Ry = CH,0OH
5 R1 = OH, Rz = H, R3 =COOH
6 R1, R2 =0, R3 =COOH

Figura 1. Triterpendides tipo cicloartano identificados em propolis de
Teresina-PI
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PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN 'H e "*C foram registrados em
espectrometros Briiker modelos Avance DRX-500 e Avance DPX-
300. Os deslocamentos quimicos foram registrados em & (ppm),
utilizando-se CDCI, como solvente ¢ TMS como padrdo interno.

As andlises em CCD foram realizadas em cromatoplacas de
gel de silica, constituidas de uma mistura na propor¢do 1:1 de gel
de silica G 60 e gel de silica GF,,. As cromatoplacas foram revela-
das através de irradiagdo com luz ultravioleta em comprimentos de
onda de 254 e 366 nm em boxe da CAMAG e/ou aquecimento em
uma placa elétrica, apds borrifacdo com uma solugdo de sulfato
cérico, [Ce(SO,),.5H,0]®. Para as colunas cromatograficas utili-
zou-se gel de silica com granulometria de 0,063 a 0,20 mm. As
colunas em Sephadex LH-20 foram antecedidas de purificagdo do
gel mediante aquecimento em metanol, seguido de filtracdo a va-
cuo e secagem em estufa a 55-60 °C por 12-16 h. Os eluentes utili-
zados nas colunas em Sephadex LH-20 foram hexano-CH,CI, (1:4),
CH_Cl, -acetona (3:2) e CH,Cl,-acetona (1:4)*.

Coleta das amostras

As amostras de prépolis da espécie Apis mellifera foram
coletadas no apidrio do Departamento de Zootecnia do Centro de
Ciéncias Agrédrias da Universidade Federal do Piaui, em Teresina,
nos meses de abril, julho e setembro de 2002, acondicionadas em
recipientes de vidro e mantidos sob refrigeracdo. Estas amostras
foram denominadas A, B e C, respectivamente.

Extracéo e isolamento dos constituintes quimicos

As amostras de propolis A (13,3 g), B (16,0 g) e C (16,0 g)
foram submetidas a extragdo com metanol em aparelhagem Soxhlet,
por um periodo de 5 h e 30 min (amostras A e B) e por 10 h (amos-
tra C). Os extratos filtrados a quente foram diluidos com dgua, na
propor¢do de 2:1, extrato:dgua e, em seguida, foram efetuadas su-
cessivas extragdes com hexano e éter etilico®. ApGs concentragéo
dos extratos obteve-se as fragdes hexénicas A, (0,6 g), B, (1,7 g) e
C (L,lg)eas fracdes etéreas A,(352),B,252¢eC,(69g). As
fragdes obtidas foram analisadas por CCD, sendo as fragdes A, B,
e C, escolhidas para andlises dos constituintes quimicos.

A fragdo A, foi submetida a CC de gel de silica, utilizando-se
um gradiente de eluicdo de polaridade crescente com hexano e éter
etilico, fornecendo 65 sub-fragdes. A sub-fragdo A -27 (134 mg),
eluida com hexano:éter etilico (2:1), foi recromatografada em co-
luna de Sephadex LH-20, fornecendo 33 sub-fra¢des. A sub-fracio
A -27-28 (3 mg), eluida com diclorometano:acetona (3:2), foi
identificada como 4cido isomangiferélico (1).

A fragdo B, foi fracionada por CC de gel de silica, eluida com
hexano e acetato de etila em um gradiente de elui¢do de polaridade
crescente, originando 100 sub-fragdes. Na sub-fragdo B,-27 (134
mg), eluida com hexano:acetato de etila (95:5), foi identificada a
presenga do 24-metileno-cicloartano-33,26-diol (4) e na sub-fra-
¢do B,-46 (11 mg), eluida com hexano:acetato de etila (8:2), o
acido mangiferdlico (2).

A fragdo C, foi submetida a CC de gel de silica, eluida com
hexano e acetato de etila em um gradiente de elui¢do de polaridade
crescente, resultando em 107 sub-fragdes. A sub-fragdo C,-54 (151
mg) eluida com hexano:acetato de etila (8:2), e a sub-fragdo C-70
(150 mg), eluida com hexano:acetato de etila (7:3), foram
recromatogradas em coluna de Sephadex LH-20 e forneceram 32
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sub-fragdes cada. As sub-fragdes C-54-24 (13 mg) e C,-70-23
(16 mg) foram eluidas com diclorometano:acetona (3:2), sendo a
primeira constituida pelos dcidos mangiferonico (3) e ambdnico
(6) e a segunda, pelo dcido ambdlico (5).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises preliminares em CCD das sub-fragdes, resultantes
dos fracionamentos cromatograficos das fragdes etéreas de propolis,
mostraram que algumas destas apresentavam natureza terpénica
evidenciada pela coloracdo roxa, obtida apds revelacdo das
cromatoplacas com sulfato cérico.

A identificagdo dos triterpendides foi realizada através da ana-
lise dos espectros de RMN 'H, C e DEPT 135° e foi feita a com-
paracdo com dados da literatura. Em alguns casos, utilizou-se, tam-
bém, os espectros de COSY 'H-'H, HMQC e HMBC. Os desloca-
mentos quimicos dos carbonos dos triterpendides identificados neste
trabalho estdo listados na Tabela 1.

As fragdes em éter etilico, obtidas das particdes dos extratos
metandlicos de prépolis, forneceram apds fracionamentos em co-
luna de gel de silica e Sephadex LH-20 seis triterpendides: dcido
isomangiferdlico (1), dcido mangiferdlico (2), dcido mangiferénico
(3), 24-metileno-cicloartano-3f,26-diol (4), dcido ambdlico (5) e
dcido ambonico (6). Estes triterpendides possuem como esqueleto
base o cicloartano, sdo caracteristicos da espécie Mangifera indi-
ca"»2 ¢ inéditos em prépolis.

O triterpendide 1 apresenta em seu espectro de RMN 'H dois
dubletos blindados, em & 0,37 (J=4,0 Hz) e & 0,55 (J=4,0 Hz), ca-

Tabela 1. Dados de RMN “C de 1 a 6 [CDCI,, *125 e **75 MHz]

1 27,7 31,9 334 319 319 334
2 28,8 30,3 374 303 303 374
3 774 788 216,7 789 78,9 216,7
4 39,8 40,5 50,2 40,5 404 50,2
5 413 47,1 484 47,1 47,1 484
6 21,3 21,1 21,5 21,1 21,1 21,5
7 25,8 264 28,1 28,2 28,1 28,1
8 483 479 479 478 48,0 479
9 20,0 199 21,1 20,0 20,0 21,1
10 26,7 26,1 259 26,1 260 259
11 26,5 259 259 26,0 26,1 259
12 33,1 329 328 329 329 328
13 455 453 455 453 453 454
14 49,1 488 48,77 488 48,8 487
15 35,7 355 355 355 355 355
16 284 28,1 269 265 265 269
17 52,4 52,2 522 522 522 5273
18 183 18,0 18,1 193 19,3 18,1
19 30,2 299 29,5 299 299 295
20 36,2 359 359 36,1 36,0 36,0
21 182 18,1 183 18,0 183 183
22 35,0 348 347 349 345 34,7
23 26,1 259 259 31,2 31,6 31,6
24 145,9 145,7 1458 152,0 148,6 148,6
25 126,6 126,6 126,5 36,1 455 45,6
26 172,1 173,0 173,0 659 179,2 179,0
27 122 11,9 11,9 164 163 16,3
28 195 193 18,1 183 18,0 18,3
29 214 254 222 255 254 2272
30 26,1 14,0 20,8 14,0 140 20,8
31 - - - 109,5 111,1 111,1
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racteristicos de hidrogénios metilénicos de ciclopropano; apresen-
ta também um dubleto em & 0,94 (J=6,6 Hz) e cinco singletos em
0,91; 0,93; 0,98; 0,99 e 1,88, atribuidos a hidrogénios de grupos
metilicos. O espectro de RMN 'H apresenta ainda um singleto lar-
go em & 3,49, cuja aparéncia e deslocamento quimico sdo carac-
teristicos em triterpendides, de H-3 em carbono cabindlico com
configurac¢do B-equatorial indicando a presenca de um triterpenéide
tipo cicloartano-30.-01%%". Em contraste, se a configuracdo de H-3
fosse a-axial (OH B-equatorial) o sinal seria um duplo dubleto em
aproximadamente § 3,2 com J =11 Hz e =42 Hz»». O
tripleto em & 6,92 (J=7,0 Hz) refere-se a hidrogénio olefinico em
ligagdo dupla com configura¢do E e em posi¢do  a um grupo
retirador de elétrons****. O espectro de RMN "*C apresenta vinte
e nove sinais, entre 0s quais encontram-se um grupo oximetinico
em § 77,4 (C-3), que é também indicativo de configura¢do 3o
hidroxi*3!, uma carboxila o,B-insaturada em & 172,1 (C-26) e dois
carbonos olefinicos, em & 126,6 (C-25) e 145,9 (C-24). A localiza-
¢do da carboxila em C-26 foi atribuida a existéncia de um carbono
metilico em & 12,2 (C-27), bastante blindado, decorrente da
interagdo deste com C-23%, refor¢ando a sugestdo da configuragdo
E para a ligacdo dupla. Pelo espectro de HMBC observaram-se as
correlacdes do hidrogénio olefinico com C-27 e C-26, bem como
dos hidrogénios metilicos do C-27 com C-24, C-25 e C-26, confir-
mando a posicio da carboxila na cadeia lateral do triterpendide. A
excecdo de C-7, C-16 e C-23, todos os dados de RMN "C da subs-
tancia 1 estdo consistentes com os registrados na literatura para o
dcido isomangifer6lico®?. Os valores de C-7 e C-16 apresentam-
se invertidos em rela¢@o aos da literatura®; isto foi comprovado
através das andlises no COSY 'H-'H, HMBC e HMQC. No HMBC
observam-se as correlagdes entre os sinais em & 1,32 (H-16) com 3
35,7 (C-15) e de & 1,18 (H-7) com & 21,3 (C-6); no COSY 'H-'H o
sinal em & 0,82 (H-6) correlaciona-se com § 1,18 (H-7), compro-
vando-se a permuta entre os valores dos deslocamentos de C-7 e
C-16. A andlise dos espectros RMN *C-BB, HMQC e HMBC pos-
sibilitou uma reatribuicéio do valor de C-23, que na literatura apre-
senta um valor de & 21,0% para 8 26,1; no HMQC observa-se que o
sinal em & 26,1 (CH,) se correlaciona com os hidrogénios em &
2,16 € 6 2,28 (H-23) e no HMBC, estes se correlacionam com o
sinal de & 145,9 (C-24), comprovando que o sinal em & 26,1 é
relativo a C-23.

O espectro de RMN 'H de 2, semelhante a 1, apresenta sinais
de triterpendides derivados do cicloartano, sendo que o sinal de H-
3, em 2, é um duplo dubleto em & 3,30 (J=4,4 ¢ 11,1 Hz) caracte-
ristico de hidrogénio a-axial em triterpendides 33-OH**3! con-
forme discutido para a elucida¢@o da substancia 1. O espectro de
RMN BC possui trinta sinais, incluindo um grupo oximetino em J
78,8 (C-3) consistente com a configuragdo 3B-hidroxi*=!, uma
carboxila em & 173,0 (C-26) e dois carbonos olefinicos, em & 126,6
(C-25) e & 145,7(C-24). Observou-se para a substincia 2 que os
carbonos C-1 a C-5, C-29 e C-30 apresentam uma diferenca em
seus deslocamentos quimicos se comparados aos do dcido
isomangiferdlico (1) e semelhantes aos do cicloartenol®, confir-
mando a configuragdo 3f3-hidroxi. A posi¢do da carboxila em C-26
e a estereoquimica da ligacdo dupla, E, foram confirmadas pelo
deslocamento de C-27 (8 11,9). Os dados observados para a subs-
tancia 2 estdo coerentes com os existentes na literatura para o 4ci-
do mangiferélico (2)"*.

No espectro de RMN 'H do triterpendide 5 observaram-se si-
nais caracteristicos de triterpenéide com esqueleto cicloartano, jun-
tamente com um duplo-dubleto em & 3,30 (J=4.,4 e 11 Hz), caracte-
risticos de uma configuragio B-hidroxi, um quarteto em & 3,17
(J=7,1 Hz) e dois singletos largos em & 4,93 ¢ 4,97, referentes a
hidrogénios metilénicos em ligacdo dupla geminal dissubstituida.

Triterpendides Tipo Cicloartano de Prépolis de Teresina - PI 803

O espectro de RMN C apresenta trinta e um sinais, entre eles de
um grupo oximetino em & 78,9 (C-3) que confirma a configuragdo
3B-hidroxi*, dois de carbonos olefinicos em & 111,1 (C-31) e &
148,6 (C-24) e um de carboxila em & 179,2 (C-26). Estes dados sédo
compativeis com um triterpendide tipo cicloartano-33-ol, que pos-
sui um grupo metilénico e uma carboxila ligados a sua cadeia late-
ral®*. No espectro de HMBC observaram-se as correlacdes dos hi-
drogénios olefinicos (8 4,93 ¢ 4,97) com C-23 e C-25 e do quarteto
em & 3,17, atribuido ao hidrogénio de C-25 com C-24 ¢ C-26. Es-
tes dados confirmam a localiza¢do do grupo metilénico sobre C-24
e da carboxila em C-26. Os dados da substincia 5 estdo consisten-
tes com os citados na literatura para o dcido ambdlico'.

A andlise dos espectros de RMN da sub-fragdo B,-29 mostrou
que esta possui uma mistura de substancias, da qual foram
identificadas apenas o triterpendide 4. O espectro de RMN 'H da
sub-fragdo B,-29 apresenta, para o constituinte majoritdrio, sinais
caracteristicos de um triterpendide tipo cicloartano-33-ol. Além
destes, apresenta um sinal em & 3,58, referente a hidrogénios liga-
dos a um segundo carbono carbindlico e dois singletos de hidrogé-
nios olefinicos, em & 4,88 ¢ 4,94. Estes dados sdo compativeis com
um triterpendide tipo cicloartano-33-01**%, com a cadeia lateral
com uma ligacdo dupla geminal dissubstituida e uma hidroxila em
carbono primdrio. O espectro de RMN PC apresenta sinais de um
grupo oximetinico em & 78,9 (C-3) com configuragdo 3B-hidroxi,
um grupo oximetilénico em & 65,9 (C-26) e dois carbonos olefinicos
em 6 109,5 (C-31) e & 152,0 (C-24) na cadeia lateral do
triterpendide® . Os dados da substincia 4 sdo equivalentes aos
citados na literatura para o 24-metileno-cicloartano-3[3,26-diol*.

A mistura de substancias da sub-fragdo C,-54-25 apresenta em
seu espectro de RMN 'H sinais que indicam a presenga de
triterpendide tipo cicloartano-3-oxo, pois ndo apresentou sinal de
hidrogénio em carbono carbinélico®32. Observou-se, também, um
tripleto em & 6,92 (J=7,0 Hz), que sugere a existéncia de um hidro-
génio olefinico f-carboxilico em uma ligagdo dupla com configu-
ragdo E»» caracterizando 3. Um quarteto em 6 3,18 (J=7,0 Hz)
e dois singletos largos em & 4,94 e 4,98 de hidrogénios metilénicos
em ligacdo dupla terminal caracterizam a substincia 6. O espectro
de RMN BC apresenta vérios sinais, destacando-se um sinal refe-
rente as carbonilas dos dois triterpendides em & 216,7 (C-3), dois
carbonos olefinicos em & 145,8 (C-24) e 8§ 126,5 (C-25) referentes
a substancia 3, dois carbonos olefinicos em & 111,1 (C-31) ¢ &
148,6 (C-24) da 6. Estes dados foram compativeis com os observa-
dos para os dcidos mangiferonico'*? (3) e ambdnico® (6). Para a
substancia 3, da mesma forma que em 1, foi atribuido a C-23 um
novo valor para seu deslocamento quimico. Na literatura consta o
valor 0 22,2%, mas o espectro de RMN *C da mistura de 3 e 6 ndo
apresenta este sinal e, apds a atribui¢ao dos deslocamentos quimi-
cos dos demais carbonos, restou um sinal de CH, em 8 25,9, que
foi atribuido a C-23.

Triterpendides pentaciclicos tipo lupeol, oo e B-amirinas e
tetraciciclicos tipo cicloartenol e 24-metilenocicloartanol apresen-
tam atividade antiinflamatéria significativa'®!’. O isolamento des-
te tipo de substincia em propolis piauiense podera contribuir para
validacdo do seu uso como antitinflamatério.

Os estudos realizados mostram que existe uma correlagdo en-
tre as diversas substincias presentes na propolis e local e época da
sua coleta. Os seis triterpendides derivados do cicloartano, dcido
isomangiferélico (1), dcido mangiferdlico (2), dcido mangiferdnico
(3), 24-metileno-cicloartano-3f,26-diol (4), dcido ambdlico (5) e
acido ambonico (6), relatados neste trabalho foram anteriormente
isolados em cascas do caule de Mangifera indica, ndo existindo
relatos na literatura sobre a identifica¢@o destes em prépolis. Con-
siderando a presenca destas substincias nas amostras da prépolis
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em estudo e o fato que a propolis apresenta uma composicao simi-
lar a dos exsudatos de brotos de plantas visitadas pelas abelhas,
podemos propor que a espécie Mangifera indica foi utilizada pelas
abelhas, em diferentes €pocas do ano, para coleta de materiais para
elaboragdo da propolis estudada e que houve um transporte direto
destas substancias, pelas abelhas, para a colméia. Vale ressaltar
que o apidrio em estudo tem um mangueiral em sua vizinhanca.
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